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研究成果
本研究会に於い て は, 過観イヒ水素耐性細胞を用い て の
特性散薬の作用機作, サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 前初期適伝
子プ ロ モ ー タ ー の ト ラ ン ス ゲ ニ ッ ク マ ウ ス による発現,
ジメ チ ル ア ル シ ン酸 に よる多核細胞の 添乳 痛感液質指
棟として の肝 ニ コ チ ン ア ミ ドメ チ ル基転移酵素活性の冗
温 ア フ ラ トキ シ ン Bl訴発肝癌細胞において出現ま た
は欠失する m R N Aに つ い て研究発表があり, 討論が行
なわれた.
(1) 過酸化水素の細胞, 遺伝子専性 (金子 元久)
我々 は チ ャ イ ニ ー ズ . ハ ム ス タ ー V 79細胞か ら, 過酸
化水素耐性株を樹立し, 過酸化水素に よる細胞死の メ カ
ニ ズ ム の 研究を行 っ て い る. こ れまで の結果より, 耐性
細胞はミ ト コ ン ドリ ア が過酸化水素処理 に対して 耐性の
ため耐性とな っ て おり, これは, 耐性細胞の ミ ト コ ン ド
リ ア内の , 過酸化水素からの 活性代謝産物 (･ O Hラ ジ
カ ル など) の 生成量が少ない ため である ことを ミ ト コ ン
ド1) ア D N A壬良償の定量に よ り明らか に した. 今回は ミ
ト コ ン ドリ ア内の 活性代謝物塵生に どの ような因子がか
かわるか調 べ た . - つ は ミ ト コ ン ドリ ア電子伝達系であ
り, もう - つ は細胞内の CaB＋ 濃度で ある . 高 Ca2＋ で は
ミ ト コ ン ドリ ア D N A損傷量は少なく, 耐性細胞で は親
株より高い Ca2' 洩度を示 した. Ca虫＋ 代謝の 変化が過酸
化物 へ の 耐性を惹き起 こすようである.
(1) ジ メ チ ル枇素化合物に よる培養動物細胞の 多核化及
び紡錘体異常の誘発とそ の機構 (越智 崇文)
我々 は, 撫機批素及びそ の メ チ ル代謝物の細胞毒性学
的研究により, ジ メ チ ル ア ル シ ン 酸 (D M A A) が細胞
内グ ル タ チ オ ンと相互作用の結果, 培養動物細胞及び ヒ
ト細胞に対し細胞毒性, 染色体異常, ア ポ ト ー シ ス 等を
萌発する ことを示して重た. ま た, I)M A Aは培養繊維
細胞V 79に対し, 分裂期細胞の蓄積の 後, 細胞の多核化
を誘発する ことを見出し, さらに, これ に 閑適 して 多極
紡錘体等の異常紡錘体の誘発も明らか にな っ た. 本研究
で は, 主として D M A Aに よる - 逓 の変化 即ち, 紡錘
捧異常, 分裂遅延, 多様化 細胞死の 誘発を示し, ま た.
紡錘体異常誘発機構に関連 して中心体の異常に も言及し
た. V 79細胞を1-5m M D M A A18- 24時 間処理に より
濃度依存性の分裂期(M 期) 細胞の蓄穣が観察された .
また, 低洩度域におい て は, M 期 に至 っ た細胞はア メ ー
バ 様形態を示 した後,.細胞分裂をする ことなく多核細胞
へ と変化を遂げた. M 期 に蓄積 した細胞を集 めて 再描
種し, 経時的に細胞核形態を観察した結果, 細胞分裂を
伴わない 多核化であり, 細胞融合によるもの で はな い と
思 われ た . し か し, 再播 種 後 約10時間 よ り ユ H-
tbymidin ◎の取り込みの著しい上昇が観察された ことか
ら, 多核細胞集団は D N A合成能を保持して い る ことが
示唆された. 分裂期細胞の事績及び多核化の機構とし て
細胞骨格の異常を検討したところ, D M A により分裂
間期細胞の微小管ネ ッ ト ワ ー ク の 崩壊が , ま た , M 期
細胞で は, 多極紡塵体を含む紡愈体の 異常が高頻度に観
察された. しか し, actin stre88 fiber の 異常は観察さ
れなか っ た. DM A A誘発異常紡錘体に お け る微小管形
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成中心の数 と局在を抗γ.
-tubulin･抗体を用い て調 べ たと
ころ, 異常紡錘体と 一 致した. ま た, D M A Aの 濃度 に
依存性の 微小 管形成 中'L､ の 数 の 増加が 観察 さ れた .
DM A A は商港度で多極紡錘体を帝発する こ と か ら, 坐
物学的に重要 である多極紡錘体の誘発機構を理解する上
で有益な研究 モ デ ルを提供するものと患 われ る.
(3) マ ウ ス サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス前初期遭伝子プ ロ モ ー
タ ー 導入 ト ラ ン ス ゲ ニ ッ ク マ ウ ス の細胞特異的発現の
解析(2) (筒井 祥博)
サイ ト メ ガ ロ ウイ ル ス (C M V) の胎生期の感染に よ っ
て脳発達障害が生ずる ことが知られて い る . C MV の 前
初期 (Ⅰ瓦) 遺伝子は宿主の細胞特異性に関わる転写因子
に依存して発現すると恩われる. 私達は昨年 マ ウ ス C M V
IE遺伝子プ ロ モ ー タ - を導入 した ト ラ ン ス ゲ ニ ッ ク
(でg) マ ウ ス を作製し, 細胞特異的発現をす る こ と を発
表した. 今回, Tg マ ウ ス の 脳細胞の 初代培養 を行い ,
レ ポ ー タ ー 渡伝子 である1a cZ の 発現を解析した. そ の
結果, G F A P をマ ー カ ー と した グ 1) ア系細胞で 発現 し ,
神経細胞, オ リ ゴ デ ン ドダリ ア , ミ ク ロ ダリ ア で は発案
を認めなか っ た. T Gマ ウ ス の 培養 に マ ウ ス C M Vを感
染すると, プ ロ モ ー タ ー 活性が増強し, N E一 応 B の 作用
を増強する といわれる カ ル シ ウ ム イ オ ノ フ ォ ア の添加に
よ っ て もそ の活性が増強した.
(4) 結腸癌26 サ ブクロ ー ン 担痛 マ ウ ス における癌悪液質
緒榛と して の 肝 ニ コ チ ン ア ミ ドメ チ ル 基転移酵素活性
(藤村 真示)
悪性腺病を担 っ た生体 (癌宿主)が不可逆的に 死に向
かう状態 (癌悪液質) は療治療上重要な問題で . ｢悪性+
とい われる所以である. こ れ ま で痛意液質の指億 と して
痛宿主肝 の ニ コ チ ン 丁 字 ド メ チ ル基転写酵素活性の上昇
に着目して きた. こ こ で は マ ウ ス コ .ロ ン26結腸痛の サ ブ
ク ロ ー ン の うち, 宿主 マ ウ ス に 体重減少 ( 癌悪液質) 杏
惹き起 こすク ロ ー ン20と起こさな いク ロ ー ン 5を皮下移
植したB ALB/c マ ウ ス におい て , 癌悪液質の指棲と し
て の本酵素活性の 上昇が体重減少より鋭敏である ことを
示した.
1
. ク ロ ー ン20 と5で は鹿浜の増殖速度に変わりはなか っ
た が, 前者 で 体重減少が認められ, 後者で は露められ
ず, 一 方, 本酵素の肝で の活性は前者で は体重の減少
に伴 っ て上昇 した.
2
. 化学療法礼 57-dF Urd, 2
'
-dFtTrd, 5-F U, Tegafur
を用し.
＼た と こ ろ, 5
'
-dF Urd で 腫療増殖の 抑制 と癌宿
主体重減少の回復に伴 っ て 本酵素活性の低下が見られ
た. 他の 薬剤で は, 高洩度で 本酵素活性の低下が見ら
れた.
(5) ア フ ラ トキ シ ン Bl窮発 ラ ッ ト肝癌細胞 に おい てLIl
現また は欠失する m R NA につ い て (赤尾三太郎)
これまで の 研究に おい て , ア フ ラ トキ シ ン Bl新発ラ ッ
ト肝癌細胞 A F B lと正常肝癌細胞B L 9の m R N A に関
するサ ブト ラク シ ョ ン ･ ラ イ ブ ラリ ー か ら. 肝癌細胞に
特異的 cD N Aとして 2亀 正常細胞樽異的cD N Aとし
て 1種を分離 し, 塩基配列の決定と細胞 mR N Aに つ い
て の ノ ー ザ - ン ･ パ イ プリ ダイ ゼ - シ ョ ン を行 っ た. そ
の結果, 肝痛細胞に特異 的650bp eD N Aの みが m R N A
由来で ある可能性が示され, 他 の 2確D N Aは人工的産
物である可能性が高 い こと が明らかに な っ た. 塩基配列
に 関するホ モ ロ ジ ー 検索の結果, こ れらの D N A は未だ
同定されて いな い m R N A または遺伝子由来で ある可能
性がある. そ こ で . 癌細胞特異的650bp D N Aを生白質
発現 ベ ク タ⊥ に組み込ん セ正常細胞または肝癌細胞に導
入 し, 造腫演能や転移能に及ぼす効果に つ い て検討する
こ ととした: 用 い た噂乳動物細胞蛋白質発現 ベ クタ ー
Pro m ega 社製 pCl- n e oは, cD N A発現の た め の エ レ メ
ン トと し て cyto m egaro virtlS 皿ajo rim m ediate ea rly
gelle e nba nc¢T/pro n otor をもち, ま た. ネ オ マ イ シ
ン耐性過伝子 とそ の 発現 の た め の エ レ メ ン ト と して
S V40e nhanc e r/e arly pr o m oto rを も つ . ま た, D N A
を細胞内に導入するた め の キ ャ リ ア ー と し て Pr orn ega
社製の合成陽イ オ ン ･ リ ビ ッ ド Tfx･50を用い た . pCI-
n e oに6501〕p D N Aを組み込み, 大腸菌J M IO9に 導入し
て増幅し, CsCl密度勾配遠Jb 法に より精製 した . 精製
したプ ラ ス ミ ッ ドをTfx 150とともに肝癌細胞 と正常肝
細胞に導入し, geneticin stllfate(ネオ マ イ シ ン 類似化
合物)1,00FLg/ 皿1存在下 で増殖する細胞 (プラ ス ミ ッ
ドを導入 しな い細胞はge neticin s ulfate400〟ど/ 皿1 で
死滅す る) を得た. 対照として , ベ ク タ ー PCI- n eo に つ
い て も同様の実験 を行い , ge n eticin 耐性 の細胞を得た .
今後は, プ ラ ス ミ ッ ドを導入した細胞で発現する新しい
生物活性に つ い て 検討する予定である .
本研究会 は, 真菌医学研究セ ン タ ー に おける第2回研
究会となるが, 旧真核微生物研究セ ン タ ー の 研究会を加
えると丁度11回目となる. こ の 間, 第9固ま で参加され
て い た国立がん研究所の児玉昌彦先生に よ る発癌物質の
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活性化 特に ,.
フ r) - ラ ジ カ ル形晩 晴性酸素形成を介
して の活性化 に関する先駆的研免 金子先生の過酸化水
薬耐性細胞株を用い た ミ ト コ ン ド リ ア D N A抱償を介し
て の過酸化水落車性発現機構の解明という独創的研究,
筒井兎生 の サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 感鞄に関する先端的研
究手法を用い た分:-f･/;ri物学的, 免疫組織学的研究, 藤村
先生の 構膿液質を中心とした独創的研究の 進展が紹介さ
れて 重た . 越智先生は新進の 研究者で あり, 有機枇衆化
食物の頚椎発現機構を明らか に し つ つ , 細胞分裂に関す
る基礎的研究を展開されて い る. こ れらの研究から, 我々
が マ イ コ ト キ シ ン に よる発構に関する研究を推進する上
で故意な情報と示唆を得る ことが で きた. 本研究会は,
本年で革を閉じる こととなるが, 来年は, 本研究セ ン タ -
と マ イ コ トキ シ ン研究会主催の マ イ コ トキ シ ン国際シ ン
ポジウ ム を開梱する予定で ある, 長年に亘り, ご多忙の
と こ ろ, 本研究会の開催に ご協力救いた緒先生に厚く御
礼申し上 げる次第である.
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